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(S) Neuroprotektive Wirkung von Granulocyten-Colony Stimmulierendem Faktor (G-CSF) 

(§) Verwendung von G-CSF (Granulozyten Colony Stimu- 
lating Factor) zur Herstellung pharmazeutischer Praparate 
mit neuroprotektive r Wirkung zur Behandlung akuter 
Ischamien wie z. B. Apoplexie und neurodegenerativer Er- 
krankungen wie z. B. bei der Parkinson- oder Alzheimer- 
Krankheit. 
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Beschreibung 

[0001] Verwendung von G-CSF (Granulozyten Colony 
Stimulating Factor) zur Herstellung pharmazeutischer Pra- 
parate mit neuroprotekliver Wirkung zur Behandlung akuter 
Ischamien. 

[0002] Der Schlaganfall (Apoplexia cerebri) ist die dritt- 
haufigste Todesursache in den westlichen Industrielandern, 
zShlt zu den fuhrenden Ursachen dauernder Invaliditat und 
Pflegebediirftigkeit und damit - okonomisch betrachtet - zu 
der teuersten Krankheitsgruppe uberhaupt. Zur Zeit erleiden 
in Deutschland etwa 150.000 Einwohner pro Jahr einen 
Schlaganfall, davon sterben 15-20 Prozent der Pat ienten in- 
nerhalb der ersten vier Wochen. Nur etwa ein Drittel der 
uberlebenden Patienten erholt sich ohne groBere bleibende 
Behinderung, wahrend ebenfalls ein Drittel durch Lahmun- 
gen oder andere neurologische Ausfalle dauerhaft schwer 
bchindcrt blcibt. Bci 80 Prozent der Patienten licgt dem 
Schlaganfall eine Durchblutungsstorung mit nachfolgender 
Ischamie in einem umschriebenen GefaBterritoriurn zu- 
grunde. Zu Durchblutungsstorungen im Gehirn kommt es 
meist entweder makroangiopathisch durch Thrombembo- 
lien bzw. hamodynamische Stromungsverlangsamungen 
oder mikroangiopathisch durch eine blutdruckbedingte Ar- 
leriosklerose der kleinen, intrazercbraien Endarterien. Dabei 
begunstigen eine Reihe von Risikofaktoren das Auftreten ei- 
nes Schlaganfalles. Dies sind insbesondere die arterielle Hy- 
pertonic zahlreiche Herzerkrankungen, die mit einem er- 
hohten Embolierisiko verbunden sind - vor allem das Vor- 
hofflimmern -, der Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen, 
Blutgerinnungsstorungen und zu einem geringeren Anteil 
die Hypercholesterinamie. Durch embolischen oder lokal 
thrombotischen Verschluss einer der groBen hirnversorgen- 
den Arterien entstehen die Territorialinfarkte, d. h. Infarkte, 
die ein umschriebenes Gebiet innerhalb des Versorgungsbe- 
reiches einer bestirnmten Himarterie betrifft. Am haufigsten 
ist dabei das Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media 
betroffen, ein Mediaterritorialinfarkt mit einem entspre- 
chenden "Mediasyndrom" entsteht. Dies ist auch die haufig- 
ste Manifestation eines Schlaganfalles uberhaupt. Bisher ist 
nur bei ausgewahlten Patienten eine thrombolytische Thera- 
pie erfolgversprechend. In der letzten Jahren hat sich durch 
neue pathophysiologische Erkenntnisse und Methoden die 
Diagnostik und Therapie akuter zerebraler Ischamien erheb- 
lich gewandelt Die Thrombolyse bietet die Moglichkeit zur 
therapeutischen Intervention innerhalb eines "therapeuti- 
schen Fensters" von 3 bis 6 Stunden nach Marktereignis. 
Ziel ist die rasche AuflGsung des GefaBverschlusses und da- 
mit die Wiederherstellung der zerebralen Durchbiutung und 
Verbesserung der neuroiogischen Symptomatik. Dies basiert 
auf der pathophysioiogischen Vorstellung, dass die Wieder- 
eroffnung eines verschlossenen zerebralen GefaBes den Er- 
halt hypoperfundierten, reversibel geschadigten Hirngewe- 
bes (der sogenannten ischamische Penumbra), und damit die 
Wiederherstellung neuronaler Funktionen unterstutzt. Bis- 
her kann diese Behandlung allerdings nur in ausgewiesenen 
neuroiogischen Zentren durchgefuhrt werden. Auch die Zu- 
lassung von rt-PA beim Schlaganfall in Deutschland steht 
noch aus. Die Lysetherapie nach 6 Stunden gilt als beson- 
ders nebenwirkungsreich (erhohte Zahl intrakranieiler Blu- 
tungen) und sollte daher unterbleiben. Andere Therapiever- 
fahren sind zur Zeit nicht evaluiert. Momentan werden ver- 
schiedene andere Substanzen untersucht Hier sind vor al- 
lem sog. Wachstumsfaktoren (bFGF) und Pharmaka, die die 
Thrombozytcnadhasion blockicrcn (anti-GP Ilb/IIa, Abcizi- 
mab), zu nennen. In den letzten Jahren wurden zahlreiche 
neuroprotektive Substanzen in klinischen Studien unter- 
sucht. Leider konnte keine dieser bisher getesteten Substan- 
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zen, die samtlich im Tiermodell neuroprotektiv wirkten, in 
der klinischen Praxis ihren Nutzen beweisen. Vor allem die 
Gtutamat-Antagonisten, freie Radikalenfanger und NMD A 
Antagonisten hliehen ohne klinischen Nutzen. oder zeigten 

5 im Gegenteil sogar erhebliche Nebenwirkungen, die den kli- 
nischen Einsatz unmogiich machen (Psychosen etc.). An- 
dere Substanzen, die die leukozytare Wandadhasion hem- 
men (anti-ICAM-1) oder der Inhibitor der Glutamat-vermit- 
telten NO Synthetase (Lubeluzol) blieben ohne positiven 

10 Effekt. 

[0003] Aufgabe der Erflndung ist die Folgen einer akuten 
Ischamie zu lindem oder zu beseiugen durch Verabreichung 
von Substanzen mit neuroprotekliver Wirkung. Diese Auf- 
gabe wird durch das Verfahren mit den Merkmalen des An- 

15 spruches 1 gelost. 

[0004] Die Verwendung von G-CSF (Granulozyten Co- 
lony Stimulating Factor) zur Herstellung pharmazeutischer 
Praparatc mit ncuroprotcktivcr Wirkung zur Behandlung 
akuter Ischamien stellt einen erfolgreichen Therapieansatz 

20 mittels neuroprotekuver Wachstumsfaktoren dar. 

[0005] G-CSF, englische Abkiirzung fur "Granulocyte 
Colony Simulating Factor (G-CSF)", reguliert als endoge- 
ner, hamatopoetischer Wachstumsfaktor die Reifung, Proli- 
feration und Differenziemng von neutrophilen Granulozy- 

25 ten. G-CSF wird naUirlicherweise von verschiedenen Mono- 
zyten, Makrophagen und T-Lymphozyten als Glykoprotein 
gebildet und zu den Cytokinen gezahlL G-CSF wird als re- 
kombinanter humaner Faktor Filgrasdm (Neupogen®/Firma 
Amgen GmbH, CAS-Nr. 121181-53-1) bereits zur Behand- 

30 lung von Neutropenien und neutropenischem Fieber einge- 
setzt. Weitere rekombinante humane G-CSF sind Lenogras- 
tim und Molgramostim. Eine neuroprotektive Wirkung von 
G-CSF wurde bisher noch nicht beschrieben. 
[0006] An 24 Wistarratten wurde durch das international 

35 anerkannte Fadenmodell nach Longa et al eine 90 miniitige 
Ischamie induziert 30 Minuten nach Ischamieinduktion 
wurden 12 Ratten (n = 12) 2 ml NaCl intravenos liber insge- 
samt 90 min inrundiert; diese dienten als Kontrollgruppe 
(K). Die Therapiegruppe (T; n = 12) erhielt uber denselben 

40 Zeitraum 20 Mikrogramm G-CSF in 2 ml NaCl gelost Vor 
Ischamieinduktion und 1, 2, 3, 4 und 24 Stunden danach 
wurde mittels ELISA (Biosource Europe, Fleurus, Belgien) 
die Konzentration von Interleukin 1-beta, IL-2, IL-6 und 11^ 
10 bestimmt. Nach 24 Stunden wurden die Gehime entnom- 

45 men und von frontal 5 Hirnschnitte mit 2 mm Dicke ange- 
fertigt. Mittels TTC-Farbung wurde anhand von Schnitt 1, 2, 
4 und 5 die Infarkt- und Hirnodemgrosse bestimmL Schnitt 
3 wurde weiter histologisch aufgearbeitet. Um die zerebrale 
Invasion mit neutrophilen Granulozyten nachzuweisen, 

50 wurde eine Myeloperoxidasefarbung MPO (DAKO, Carpin- 
teria, CA, USA) durchgefuhrt. Durch Zugabe eines Anti-G- 
CSF-Antikorpers sollten Hinweise auf eine bisher noch 
nicht beschriebene Existenz des G-CSF-Rezeptors gefunden 
werden. 

55 [0007] Zerebellare Granulazellen wurden von P7-Mausen 
gewonnen und nach einem etablierten Zellkulturmodell auf- 
gearbeitet und gezuchtet. Nach 7 Tagen wurden die Granu- 
lazellen rait G-CSF behandelt und nach 30 min Glutamat 
zugegeben. Um die fJberlebensrate der Zellen zu testen, 

60 wurde 3-(4,5-I^memylmiazol-2-yl)-24-diphenyltetrazoli- 
umbromid (MTT, Sigma, Munchen) 2 Stunden nach Gluta- 
matstimulation appliziert. Nach weiteren 4 Stunden wurden 
die Zellen mit 1% SDS lysiert Die Proben wurde bei 
590 nm optischer Dichte gemessen. Des weiteren wurde 

65 mittels einer PCR der G-CSF-Rczcptor nachgcwicscn wer- 
den. Dazu wurde aus Mausegehimen RNA exu^hiert (RNA- 
kit, AGS, Heidelberg). 10 Mikrogramm RNA wurden mit 
MMLV reverser Transkriptase transkribiert Fiir die PCR 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von G-CSF (Granulozyten Colony Sti- 
mulating Factor) zur Herstellung pharmazeutischer 
Praparate mit neuroprotektiver Wirkung zur Behand- 
lung akuter Ischamien und neurodegenerativer Erkran- 
kungen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass G-CSF ein Polypepnd und/oder ein Gly- 
coprotein ist, und/oder ein Deri vat und/oder ein Ana- 
loga von G-CSF ist, welches Granulocyten Zellkolonie 
stimulicrcndc Aktivitat hat. 

3. Verwendung nach Anspruch .1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnel, dass G-CSF entweder chemisch-synthe- 
tisch (z. B. Derivate, Analoga, Isomere) und/oder re- 
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wurden Primer von Exon 5 und 7 des G-CSF-Rezeptors be- 
nutzt (Ashihara, 1997). Die statistische Analyse erfolgte fur 
das Tierexperiment nach Anova rait Bonferroni-Korrektur 
fiir multiple Gruppen. 

[00081 Kontroll- und Therapiegruppe unterschieden sich 
nicht in den gemessenen physiologiscben Pararnetern 
(BGA, HKT, Blutdruck und Kdrpergewicht). Nach 24 Stun- 
den wurde eine leichte Erhohung der im Blut vorhandenen 
neutrophilen Granulozyten festgestellt, die nicht signifikant 
war. Die InfarktgroSe in den TTC-Schnittcn betrug fiir die 
G-CSF-behandelte Gruppe (T) 6,7% +/-6,7% (n = 12) des 
Gesamthirnvolumens und war damit signifikant (p < 0.05) 
geringer als die der Kontrollgruppe mit 22,7% +/-6,3% (n = 
12). Das errechnete Himodem war mit 4,7% +- 6,6% in der 
G-CSF-Gruppe ebenfalls signifikant (p < 0,05) geringer als 15 
in der nicht-behandelten Gruppe mit 12,0% +/-6,1%. Fur 
alle gemessenen Interleukine bis auf IL-2 konnten signifi- 
kant gcringcrc Scrumwcrtc in der G-CSF-Gruppc nachge- 
wiesen werden (p < 0,05). In der histologischen Auswertung 
des Himschnittes 3 konnte bei der MPOFarbung fur beide 20 
Tiergruppen lediglich eine Zunahme der Invasion von neu- 
trophilen Granulozyten festgestellt werden, die nut der 
GroBe des Infarktes zunahm. Signifikante Unterschiede 
wurden nicht beobachteL An den Himschnitten konnte die 
Bindung von anli-Rezeptor-G-CSF sowohl an Neuronen als 25 
auch an Axonen und Dendriten nachgewiesen werden. In 
der Zeilkultur konnte eine signifikante Abnahme des Zellun- 
tergangs beobachtet werde. Dieser Effekt nahm mit steigen- 
der G-CSF-Dosis zu. Die PCR wies durch PT-PCR den 
Mausrezeptor im Himgewebe nach. Das PCR-Produkt hatte 30 
die erwartete GroBe von 567 bp und wurde durch PCR-Se- 
quenzierung verifiziert. 

[0009] Die Ergebnisse zeigen, dass G-CSF neuroprotek- 
tive Eigenschaften besitzt. Diese konnten sowohl im Tierex- 
periment iiber eine Verminderung des Infarktarreals und 35 
Himodems in der G-CSF-behandelten Gruppe als auch an 
der Zeilkultur durch einen mittels G-CSF vermindertern 
Glutamatschaden bewiesen werden. Wirianec nanism en be- 
stehen in einer Aktivierung des intrazerebralen G-CSF-Re- 
zeptors, und eine Verminderung bestimmter Interleukine, 40 
die in die Entziindungsvorgange bei zerebraler Ischamie 
eingreifen. Da G-CSF endogen produziert wird, einen zere- 
bralen Rezeptor besitzt und neuroprotektive Eigenschaften 
aufweist, reiht es sich in die Reihe der Neurotrophine wie 
BDNF, IGF und NGF ein. Nebenwirkungen konnte in unse- 45 
rem Experiment nicht festgestellt werden. 
[0010] Da G-CSF ein seit mehreren Jahren etabliertes Me- 
dikament mit geringer Nebenwirkungsrate ist, enthalt un- 
sere Anwendungsmoglichkeit bei zerebraler Ischamie cine 
groBe praktische Relevanz. G-CSF stellt einen wirkungsvol- 
len pharmazeutischen Wirkstoff fiir die bisher unbefriedi- 
gende Schlaganfalltherapie dar. 
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kombinant hergestellt und/oder aus G-CSF bildenden 
Zellen isoliert wird. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass akute Tschamien wie z. B. bei Apople- 
xie, Schadel-Him-Trauma oder TYimoren behandelt 
werden. 

5. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass neurodegenerative Erkrankungen wie 
z. B. Parkinson, Alzheimer behandelt werden. 

6. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeutische Praparat fest, flus- 
sig oder aerosolartig (z. B. Spray) ist. 

7. Handelspackung enthaltend ein G-CSF haltiges 
pharmazeutisches Praparat zusammen mit Instruktio- 
nen fur die Verwendung von G-CSF bei der neuropro- 
tektiven Behandlung von akuter Ischamie oder neuro- 
degenerativen Erkrankungen. 
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